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1.1. ANTECEDENTES. 
La vid es uno de los cultivos más antiguos. En Egipto se producia vino desde el 2500 
aC y en la Biblia se indica su consumo, por el pueblo judío. Los griegos y los romanos 
también lo consumían y, junto con los fenicios, contribuyeron a la propagación del cultivo 
de la vid por todo el Mediterráneo. Fueron, concretamente, los romanos los responsables 
de introducirlo y extenderlo en la Península Ibérica. (Reynier, 1989). 
Aunque en sus origenes fue una planta dioica, lo que sigue ocurriendo en algunas 
especies no cultivadas, las variedades de cultivo tuvieron su origen, hace unos cuatro mil 
años, en la selección que el hombre realizó de aquellas parras hermafroditas, aparecidas 
por mutación, que se encontraban en el sur del Mar Caspio y en la costa meridional del 
Mar Negro. 
Las plantas de vid hermafroditas pudieron ser reproducidas vegetativamente, de 
forma continuada, y así, se seleccionaron, cultivaron y multiplicaron las variedades 
monoicas de interés, con alto nivel de cuajado de los frutos . Posteriormente, en función 
de las preferencias culturales, se fueron seleccionando vides destinadas a la producción 
de uva para su consumo en fresco, pasificación, o vinificación. 
1.2. CARACTERES BOTÁNICOS 
La vid pertenece al género botánico Vitis, incluido en la familia de las Vitáceas o 
Ampelidáceas, comprendida dentro del orden Ramnales o Ramnidas (carpelos de flor 
cerrados), subclase Dialipétalas (flores que presentan pétalos libres), con ovario súpero 
Superovarieas, clase Dicotiledóneas (semillas con dos cotiledones), subtipo Angiospermas 
(semillas encerradas en el fruto) y tipo Fanerógamas (por tener flores). (Noguera Pugol, 
1972). 
Las plantas de la familia (Vitáceas) son lianas o arbustos trepadores de tallo 
herbáceo o sarmentoso y a veces con capa tuberosa, y zarcillos opuestos a las hojas. 
Comprende catorce géneros, entre los que se encuentra Vitis, originario de las zonas 
templadas del hemisferio norte (América, Europa y Asia). Sus flores son de cáliz corto, 
sépalos reducidos a dientes y pétalos soldados en el ápice. Está dividido en dos 
subgéneros: Euvitis y Muscadinia, cuyas diferencias respectivas estriban en los zarcillos, 
bifurcados o simples; la corteza, no adherente o adherente con lenticelas; el diafragma, 
presente o ausente y el número de cromosomas: 2n=38 ó 2n=40. 
El subgénero Muscadinia, comprende tres especies, localizadas en el sudeste de los 
EEUU y Méjico. Estas son de dificil propagación e inútiles como patrones enraizados por 
no tener suficiente afinidad con la mayoría de variedades productivas. (Noguera Pugol, 
1972). De todas ellas, sólo se cultiva la Vilis rohmdifolia, por su interés para la mejora 
varietal y resistencia a la filoxera. 
El subgénero Euvitis (o vid verdadera según Winkler, 1974) agrupa nueve series y 
comprende unas treinta especies, distribuidas por América, Europa y Asia. En América del 
Norte existen unas veinte especies, que exceptuando V. labntsca, tienen pocas aptitudes 
para producción uvífera. Es importante resaltar la resistencia a la filoxera de estas vides 
americanas, por ello se han utilizado como portainjertos o para la obtención de éstos y de 
híbridos productores directos. Entre las especies más importantes: V. riparia, V. I1Ipeslris, 
1,: herla/ldieri, 1,: cordifo/ia, V lahrusca, l·: ca/ldico/ls, V. ci/lereo y V. IO/lgii (Solonis). 
En Europa y Asia Occidental, sólo la especie, ~: vi/lifera (conocida como vid 
europea) que comprende millares de variedades como resultado de cruzamientos naturales 
posee grandes cualidades tanto para la producción de vino, como para uva de mesa y 
pasas. Se cultiva en zonas templadas, se multiplica bien por vía vegetativa, pero tiene el 
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inconveniente de que es sensible a la filoxera y a enfermedades criptogámicas. En Asia 
Oriental, hay una veintena de especies, pero no presentan interés para aptitudes uvífera. 
(Reynier, 1989). 
1.3. ZONA DE ESTUDIO. 
El marco Montilla-Moriles ubicado al sur de la provincia de Córdoba, es un área 
tipica del viñedo español, estando la producción de sus vinos protegida por la 
denominación de origen del mismo nombre desde 1945. 
La zona es productora fundamentalmente de vinos generosos, aunque últimamente 
está cobrando cada vez más importancia la obtención de vinos blancos de mesa. 
La combinación de altitud, topografía y clima, hace posible el cultivo de la vid y 
la obtención de vinos de calidad, caracteristicos del marco. 
El marco Montilla-Moriles se encuentra situado entre los paralelos 37° Il'por el 
sur y 37° 40' por el norte. Debido a las latitudes tan meridionales, por el alejamiento 
del mar, y por la altitud que en la zona principal está comprendida entre los 300 y los 
600 metros, el clima resulta ser de tipo mediterráneo con un cierto grado continental, 
que se manifiesta con veranos largos, cálidos y secos, en contraposición de inviernos 
cortos y fríos. 
La figura 1 muestra las evoluciones de las variables termométricas, como valores 
medios de \O años (1984-1994), se puede observar que en verano, se alcanzan 
temperaturas máxi mas muy altas, siendo muy frecuente encontrar durante los meses de 
julio y agosto, y más excepcionalmente en septiembre cifras próximas e incluso 
superiores a los 40°C. 
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Figura 1.- Evolución de las temperaturas medias y extremas en la zona 
de Montilla-Moriles. Medias del período 1984-1994. (pérez y cols, 
1996a). 
alcanzándose los valores máximos en julio y agosto con (15.4)OC y (14.7°C) 
respectivamente. 
Estas altas temperaturas tienen gran importancia viticola, ya que su combinación 
con la casi total ausencia de lluvias en la época estival y la alta frecuencia de vientos, 
provocan una gran probabilidad de efectos de achicharrado sobre hojas y racimos, 
déficit hídrico, así como una sobremaduración del fruto, provocando con ello una alta 
graduación de alcohol característico de los vinos del marco. 
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En la figura 2 se recogen las temperaturas medias anuales según las zonas. Se 
observa que en las regiones altas las temperaturas son superiores con respecto a las 
zonas más bajas, característica que influye en el vino, como anteriormente se ha 
mencionado. 
Los meses con más probabilidad de heladas en la zona, son los de diciembre, 
enero y febrero fechas en las que las plantas se encuentran en reposo. La brotación se 
produce durante el mes de marzo, cuando el riesgo de heladas es bajo, aunque algunos 
años se han registrado temperaturas bajas en esta época. 
Las precipitaciones anuales tienen un valor medio de 530 mm (fig.3), repartidas 
de forma desigual. Existe un periodo lluvioso que comprende desde Octubre hasta Abril 
y, en consecuencia, coincide en gran medida con el periodo de reposo de la planta 
cuando menos agua consume. Parte del exceso de agua de este intervalo se acumula en 
el terreno y sirve para paliar el déficit hidrico que como consecuencia de lluvias 
menores y más alta evapotranspiración se produce en el periodo Mayo-Septiembre, en 
coincidencia con la mayor actividad de crecimiento y el proceso de reproducción de la 
planta. No obstante la buena capacidad de retención de agua general de los suelos de 
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Fig.2.- Distribución zonal de la temperatura media en la zona 
Montilla-Moriles 
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Figura 3.- Valores de pluviometría y balance hídrico (lluvia y 
evapotranspiración del cultivo, ETo según el método de Hargreaves 
(Chartoni, 1993) Y ETP según Thomwaite (Pérez y cols, 1996) de la 
zona de estudio. 
En la figura 4 se indica la distribución de la pluviometría en la zona. Se observa 
que en las zonas de mayor altitud la pluviometría es más elevada que en el resto. Esta 
característica tiene gran importancia, pues las plantas de esta zona disponen de mayor 
cantidad de agua en su crecimiento, repercutiendo de forma favorable en las 
producciones, así como en la calidad de los vinos elaborados. Estas zonas de mayor 
altitud se corresponden con las zonas denominadas "Sierra de Montilla" y "Moriles 
altos", zonas de calidad superior, asi recogidas en el reglamento de esta Denominación 
de Origen. 
En el marco Montilla-Moriles se puede diferenciar entre la zona oriental y la 
occidental: 
En la zona oriental los terrenos son accidentados y constituidos en general por 
calizas blancas y areniscas del Oligoceno. El color albarizo de las calizas se va haciendo 
más claro por acción de la erosión y del calor, encontrándose totalmente blancas en las 
partes más altas. En esta zona se engloban los ténninos de Doña Mencia, Baena, Nueva 
Carteya y Lucena. 
En la zona occidental se encuentran ondulaciones suaves y áreas casi llanas. Estos 
terrenos están constituidos en su mayor parte por suelos rojos erosionados y suelos de 
tipo rendsinas, formados sobre calizas, que a veces se ponen al descubierto por la 
erosión, favorecida por la altitud y el clima. En esta zona se engloban los términos de 
Montilla, Montemayor, Moriles, Fernán Nuñez, La Rambla, Montalbán, Monturque, 
Aguilar y Puente Genil. 
La altitud de los terrenos del marco Montilla-Moriles, entre 300-600 metros, junto 
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Figura 4,- Distribución zonal de la pluviometría media en la zona de 




plantaciones y la del mosto que se produce (García del Barrio y cols. 1980). Altitudes 
elevadas y altas facilitan las filtraciones de agua, evitando los excesos de humedad, ello 
permite mayor longevidad a las cepas junto con la obtención de vinos de mayor calidad. 
Según estos mismos autores, otros parámetros del suelo adecuados para un 
desarrollo óptimo de calidad de la vid, son los siguientes: 
• Subsuelo con una estructura hojaldrada o grumosa gruesa con alto poder 
retentivo de la humedad, pero, que se conserve blanco sin hidromorfismo. 
• Suelos con profundidad y composición mineralógica simple, prácticamente 
caliza y sílice. 
• Terrenos permeables, situados en zonas relativamente altas, y con un 
porcentaje alto de caliza. 
En consecuencia, Garcia del Barrio y cols.1980 clasifican los suelos de la zona de 
Montilla-Moriles en 5 categorías, (figura 5) según la estructura, profundidad y 
permeabilidad del terreno: 
Clase primera.- Terrenos de gran aptitud y especialidad para la obtención de 
viñedos de alta calidad y que satisfacen todas las características antes citadas. 
En ellos se producen los frutos de los que se obtienen los vinos de mayor calidad 
del marco. Se han definido, dos zonas de calidad superior, (CS) denominadas, Sierra de 
Montilla y Moriles Altos respectivamente, que quedan asi recogidas en el reglamento de 
esta Denominación de Orígen. La uva y por tanto el vino procedente de estas zonas 
especificas es, en consecuencia, más apreciado, de ahí el mayor precio que adquiere en 
el mercado. 
Clase segunda.- Terrenos de aplicación también especifica para viñedos de 
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Figura 5.- Distribución de las cIases de suelo según su calidad para el cultivo 
de la vid en la zona de Montilla-Moriles (García del Barrio y cols, 1980) 
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calidad, pero que presentan alguna deficiencia. Es decir, que no satisfacen alguna de las 
condiciones impuestas, sin ser ello causa de descalificación de calidad. 
Clase tercera.- Terrenos que son "wlgares" para viñedos. En ellos se puede 
cultivar viña, porque la vid es muy rústica y se cría en casi todos los terrenos, pero sin 
calidad elevada. El vino de Montilla-Moriles no debe su existencia ni calidad a estos 
terrenos. Si por ello solamente fuera, no existiría el vino de Montilla-Moriles, sino que 
sería un vino ·wlgar". 
Estos autores engloban en las clases que denominan cuarta y quinta, los terrenos 
poco apropiados para el cultivo de la vid, ya que, aunque la producción fuera aceptable, 
se obtendrían productos de ínfima calidad. Son terrenos con dificultades de laboreo e 
incluso de acceso: Vegas de rios, suelos con cotas de nivel bajas, acantilados, tierras de 
origen coluvial, de origen triásico, excesivamente húmedos, terrenos líticos, pendientes 
de serrania o llanos, etc. 
Se observa en la figura 5 que en la zona de Denominación de Origen Montilla-
Moriles hay gran cantidad de tierras de calidad, es decir tierras específicas para viñedos. 
Esta caracteristica es muy importante pues el suelo, como hemos venido mencionando, 
es uno de los factores que está relacionados con la calidad de los vinos obtenidos en el 
marco. 
1.4. ESTUDIO DE LA VARIEDAD PEDRO XIMENEZ. 
La variedad Pedro Ximénez que ocupa una extensión de 11.104 Ha, representa el 
90% del cultivo de vid en la zona de estudio, (Consejo regulador de la zona 1997). Se 
considera originaria de los márgenes del rio Rhin, desde donde fue traida a España por 
un soldado de los tercios de Flandes. teniendo una rápida expansión por las provincias 
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de Málaga y de Córdoba. En la actualidad, es una variedad recomendada en las 
Comunidades Autónomas de Andalucía, Castilla La Mancha, Murcia y Valencia y 
autorizada en las de Canarias, Cataluña y Extremadura. En el marco Montilla-Moriles 
da buenas producciones y elevada calidad en especial en los terrenos altos. Los vinos 
obtenidos a partir de las uvas de la variedad Pedro Ximénez son dulces, espesos, con 
mucho aroma que precisa una elaboración bastante esmerada. Según Aristoy citado en 
García de Luján (1990) son de gran calidad, de alto grado, con bastante extracto seco y 
"bouquet" definido y de buena adaptación al enranciamiento y envejecimiento. Tienen 
una acidez media de 4,5 gil expresada en ácido tartárico y unos 12,8 grados Baumé 
(García de Luján, 1990). 
Respecto a la ampelografía (figura 6) según la Organización Internacional de 
Viticultura (O.I.V.) la variedad Pedro Ximénez presenta: 
El pámpano joven con un porte semierguido, sus nudos y entrenudos son cortos, 
carecen de pelos y su coloración es verde con rayas rojas. 
Asimismo, presenta la extremidad de forma abierta ausente de pelos, como la 
planta en general, y de pigmentación antociánica débil. La distribución de los zarcillos 
sobre el pámpano se presenta de forma discontinua. 
Las hojas jóvenes de la variedad, principalmente las 6 terminales, presentan el haz 
con una coloración amarilla, más clara que las hojas adultas, en las que aquel presenta 
coloración verde claro. 
El limbo de las hojas está formada por 5 lóbulos de forma pentagonal, no 
presentando abultamientos y sus dientes son de lados convexos y de tamaño mediano 
con una ondulación generalizada del limbo entre los nervios principales. El seno 
peciolar es poco abierto en forma de V, siendo los senos laterales superiores cerrados en 
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Figura 6.- Diversos aspectos ampelográficos de la variedad Pedro Ximénez. (Garcia de Luján y cols, 1990). 
forma de U, la longitud del peciolo es corta lo que lo hace muy corto con relación al 
nervio central. 
Sus sarmientos, presentan una superficie estriada de color marrón amarillento, 
ausente de lenticelas con poca intensidad de pelos y sección transversal eliptica. 
Las inflorescencias, se presentan en forma de racimo. Las primeras 
inflorescencias aparecen en el tercer o cuarto nudo, pudiéndose encontrar entre una o 
dos inflorescencia por pámpano. 
El fruto es una baya de forma eliptica corta, presenta una sección transversal 
circular. La epidermis es de color verde-amarillento, con valores de pruína medios, y 
grosor medio. La pulpa, dura y suculenta, no está coloreada. El pedicelo es corto y 
dificil de separar. La longitud de las pepitas es media al igual que su peso y carecen de 
estrías transversales en la cara dorsal . 
El peso de uva/cepa es bajo, pero la concentración de azúcar es alta en el mosto. 
Las épocas de brotación y floración son a finales de marzo y de mayo 
respectivamente. La brotación puede verse afectada por periodos de heladas, 
mermándose la producción de ese año. El envero se produce a finales de julio, y la 
maduración del fruto a mediados de septiembre. 
Es una variedad con baja resistencia a la clorosis férrica, Plasmopara viticola y al 
oidio. Es muy sensible al mildiu, así como a la afección del mal negro. La uva de esta 
variedad se pudre mas que ninguna otra, debido principalmente al efecto de picaduras 
de las avispas y abejas, atraidas por su alto contenido en azúcar, y a la apertura del 
racimo con las lluvias. Sin embargo presenta gran tolerancia a la filoxera en su fase 
gallicola, aunque es sensible la fase radicícola (García de Luján, 1990). 
Los portainjertos que principalmente se utilizan con este cultivar en la zona son : 
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• 110 R de Richter (Berlandieri x Rupestris-Martin varo Resseguier n02). 
• 41-B de MilIardet (Chasselas x Berlandieri). 
• 61-49 de Couderc (Riparia x Berlandieri). 
• 420 A(Riparia x Berlandieri). 
Destacando por su mayor utilización el 41-B y el 110-R. 
El portainjerto I100R presenta fuerte vigor, sistema radicular profundo pivotante, 
con buena resistencia a la cal activa (17%) Y a la sequia y una buena resistencia los 
nematodos. Retrasa la maduración de los frutos. 
El portainjerto 41-B, es una de las escasas hibridaciones de vinífera que han 
resultado resistentes a la filoxera, es considerado, como una de las mejores plantas 
existentes en el mercado de portainjertos. Una de sus características principales es la 
fuerte resistencia que presenta a la cal activa (40%) Y a la sequía; aunque es sensíble a 
la humedad y a los nematodos. De desarrollo lento en el primer año, favorece y adelanta 
la maduración de los frutos . 
161-49C es un portainjerto de mediano vigor, presenta un sistema radicular semi-
profundo, con buena resistencia a la cal activa (25%) Y a la humedad, aunque es 
sensible a la sequía y a los nematodos. 
El portainjerto 420 A presenta una resistencia a la cal activa de un 20%, es 
sensible a la sequia, tolerante a la humedad, y presenta una resistencia media a los 
nematodos. Adelanta la maduración de los frutos (Hidalgo, 1975). 
En los suelos muy calizos (más del 50% de carbonatos) se aconseja la utilización 
del portainjerto 41-8. En suelos con menor porcentaje de caliza (menor al 40%) es 
aconsejable la utilización de 161-49C y en suelos denominados "ruedos" por su bajo 
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contenido en caliza se recomienda el portainjerto 1 1O-R. 
La mayoría de las plantaciones están a marco real, aunque existen plantaciones a 
tresbolillo. Los marcos de plantación más usuales en la zona son de 2x2 m, mientras que 
en el marco a tresbolillo se utiliza generalmente 1.9 m (García del Barrio,I980). 
Esta variedad se adapta mal a la poda clásica jerezana, envejeciendo las cepas 
muy rápidamente; en cambio, va bien con la poda redonda en pulgares. 
1.5. DEGENERACIÓN INFECCIOSA O ENTRENUDO CORTO 
(GFL\) DE LA yID. 
Entre los virus que atacan la vid, el denominado entrenudo corto (GFL V, 
grapevine fanleaf virus) es de los más importantes, extendidos y que causa mayores 
pérdidas económicas, tanto en España como en el resto del mundo (Ribereau-Gayon y 
Peynaud, 1986; Bovey et al, 1980). Sobre las vides sensibles puede provocar anomalías 
como menor vigor y desarrollo, producción y calidad de cosecha (Weiland et al. 1995). 
La enfermedad del entrenudo corto en la vid, se conoce desde hace mucho tiempo, 
habiéndose descrito bajo el nombre de "roncet" en el siglo pasado (Ribereau-Gayon y 
Peynaud, 1986). 
Pantanelli (1910) Y Petri (1912) estudiaron esta enfermedad en vides de Sicilia 
(Italia) y le dieron el nombre de "arriciamento". Demostraron que el virus se transmitía 
a través del suelo lo que anteriormente habia sido indicado por Rathay (I882). Branas et 
al (1946) asociaron este tipo de transmisión con inoculaciones provocadas por pulgones 
y cicadélidos. Arnoud (I 973) relacionó la proliferación de la enfermedad con la 
presencia de filoxera. 
L1ewit et al. (1958) demostraron por primera vez la capacidad de los nematodos 
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para transmitir virus vegetales, al descubrir que el Xiphinema index actuaba como 
agente causante del entrenudo corto de la vid. Se han realizado numerosos estudios 
sobre la caracterización morfológica y taxonómica de este nematodo (Thome et 
al.,1950; Southey, 1973; Heyns, 1974; Siddiqui, 1974; Weiland et al 1993). En 
consecuencia, el X. index se encuentra regularmente en los suelos de viñedos asociado 
con la presencia de entrenudo corto. El nematodo es capaz de sobrevivir hasta 5 años en 
un terreno en el que se hayan quitado las vides, siempre que persistan en el suelo restos 
de raíces (Provedo et a1.1973). El virus se conserva especialmente en las hembras 
adultas que son muy infecciosas pero no se trasmite a través de los huevos. Según Das 
(1966) sólo son necesarios 15 minutos de contacto para que un X. index pueda 
infectarse con el virus y 24 horas para que sea capaz de transmitirlo. 
Junto con la vid existen otras especies vegetales hospedadoras del X. index 
(Martelli et al.I 963; Fisher et al 1967; Dalmasso, 1970; Siddiqui, 1974; Arias et al 
1985; Arias et al , 1994) habiéndose comprobado que la higuera es incluso mejor 
hospedador que la vid (Riberau-Gayon Peynaud, 1980; Coiro et al, 1984; Brown et 
al, 1985). El X. index está muy extendido en los viñedos españoles, habiéndose 
detectado su presencia en Jerez de la Frontera (Cádiz), El Condado (Huelva), Málaga, 
Montilla-Moriles (Córdoba) Almeria, Murcia, Jumilla (Murcia), Requena (Valencia). 
(Weiland y Pérez Ca macho, 1995; Del Moral y cols,1998). 
En consecuencia, el virus se trasmite planta a planta por medio de vectores 
animales picadores o succionadores como pulgones, cicadelidos o nematodos. Ravaz 
(1960a) realizó un primer estudio detallado sobre el entrenudo corto e indicó que el 
injerto con material contaminado era otra forma de transmisión del virus. 
El aislamiento y la caracterización del virus se realizaron casi simultaneamente 
por Cadman et al (1960) y Vuittenez (1960). Es un nepovirus (forma poliédrica) de 
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pequeño tamaño. 
La concentración de virus en la planta es máxima al principio de la vegetación y 
en otoño, cuando hay mayor actividad de las células, lo que también se asocia a una 
disminución de polifenoles (Vuittenez, 1959). Cuando una planta está atacada por virus, 
el crecimiento de sus meristemos apicales suele ser más rápido que la proliferación de la 
infección por lo que esos tejidos se mantienen sanos un cierto tiempo. 
Los principales síntomas visibles que produce el virus GFL V en la vid son: 
Clorosis, amarilleamiento y malformaciones en las hojas sarmientos con los entrenudos 
cortos o dobles nudos; corrimiento de las flores con disminución del rendimiento y 
calidad de la cosecha y menor vigor y duración de la planta (Ribéreau-Gayon y 
Peynaud, 1986). Debido al distinto grado de sensibilidad varietal no existe relación 
entre sintomas y presencia de virus. 
Las deformaciones foliares pueden ser de varios tipos, desde un simple aumento 
en la agudeza de los dientes, a una mayor profundidad de los senos laterales y mayor 
apertura del seno peciolar, hasta la hoja en palmeta, asociada con un acortamiento de los 
entrenudos, y sarmientos en forma de zig-zag. 
Según los últimos autores citados los mosaicos de colores, formados sobre el 
limbo, se deben principalmente a una composición anormal de la clorofila, pudiendo 
provocar aclaraciones u oscurecimiento unido a un desorden de los nervios de las hojas. 
Un síntoma típico, es el denominado "panachure" que afecta al limbo, en el que 
produce unas manchas amarillo oro, de tamaño variable, desde unos milímetros de 
diámetro, hasta incluso en toda la hoja. Es lo que Vuíttenez (1956) denominó punto de 
tapiceria. Este síntoma aparece generalmente a final de la primavera y a medida que la 
estación avanza desaparece incluso completamente. En ciertos casos el follaje 
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reverdece. 
Además de los sintomas externos, el nudo corto, provoca en las células de los 
tallos, cordones llamados endocelulares o endovasculares. Fueron descubiertos y 
estudiados por Petri (1912) y son extensiones cilíndricas de las paredes que atraviesan 
las células y, en particular, la luz de los vasos. 
Para el diagnostico del virus en los vegetales, existen distintos métodos tales 
como: injerto sobre plantas indicadoras (Roberts, 1964; HiII, 1984); test serológico 
ELISA:(Elisa-Das (Clark y Bar-Joseph, 1984; Chu et al. 1989) o Elisa-Tas (HilI, op. cit; 
Koening y Paul, 1982; Halk y De Boer, 1985); hibridaciones con ácidos nucleicos 
(Maniatis et a1.,1982); uso de microscopia, bien óptica (Christie y Edwarson, 1986; 
Nau-Jing, 1988) o electrónica (inmunoelectromicroscopia) (Roberts, 1986); tinciones 
negativas (Horne y Wildy, 1961). 
La técnica molecular denominada PCR (polymerasa Chain Reaction) se usa de 
manera complementaria para detección de virosis cuando la técnica ELISA (Enzyme 
Linked ImmunoSorbent Assay) no es suficientemente sensible para detectar virus que 
aparecen en una concentración muy pequeña, por ejemplo en época de elevadas 
temperaturas (Maningas et al, 1994 y Rowhani et al, 1994). 
Para el caso de la virosis GFL V de la vid, se usa generalmente el test 
inmunológico ELISA (Gugerli y cols, 1984) debido a su rapidez y fiabilidad . Está, 
basado en la existencia de una proteina capsular del virus que permite la creación de 
anticuerpos en animales como aves. De la sangre de éstos, se extrae y filtran los 
anticuerpos (gammaglobulinas). Consta de 4 etapas: 
En un primer paso los anticuerpos especificos se adsorben en las paredes de los 
pocillos de las placas del test. En un segundo paso estos reaccionan con particulas y 
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fragmentos de virus (antígenos) del jugo vegetal. Seguidamente se la añaden 
anticuerpos marcados con enzima especifica (conjugado) que reacciona con los 
antígenos. La cantidad de conjugado fijado está directamente relacionada con el 
contenido de virus. El conjugado libre se elimina por el lavado de los pocillos. 
La cuarta etapa seria la observación de la actividad enzimática observada después 
de la adición del sustrato y que se corresponde con la concentración del antígeno viral 
aparecida en la solución. Esta actividad es cuantificable mediante colorimetría. 
1.6. CJlLTIVO DE TEJIDOS "IN vrmO" 
Además de cuidar ciertos aspectos como el control de los vectores animales y la 
transmisión por medios mecánicos (instrumentos de poda, injerto, etc .. ), la forma más 
efectiva de evitar la expansión de virosis en la vid es la utilización de plantas sanas. 
El término de cultivo in vitro de vegetales, se aplica a un conjunto de técnicas que 
desde hace ya muchos años, vienen siendo una herramienta eficaz para estudiar numerosos 
aspectos de la biología de las plantas y resolver problemas prácticos en varios campos 
agronómicos, muy dificiles de solucionar con las técnicas que podemos denominar 
"tradicionales". Consiste en el cultivo sobre un medio nutritivo, en condiciones estériles y 
aisladas (dentro de un contenedor normalmente de vidrio) de parte o la totalidad de una 
planta. Se basa en los principios de autonomía y totipotencia celular de la célula vegetal ya 
enunciados por Schwann (1839) y Schleiden (1938). 
Estas técnicas, que utilizan tanto células, como tejidos u órganos, están bastante 
desarrolladas en muchos laboratorios de investigación en todo el mundo y se están usando 
en muchas áreas de Biología Vegetal. Desde el cultivo de óvulos y flores aisladas, anteras 
y microesporas. pasando por embriones somáticos (embrión asexual obtenido de una 
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célula o grupo de células), se han desarrollado métodos para propagar plantas en general, 
bien mediante germinación de semillas in vitro, cultivo de embriones zigóticos o yemas 
apicales o axilares. 
Una de las aplicaciones importantes de esta técnica es la obtención de plantas libres 
de virus mediante el cultivo "in vitro" de meristemos apicales. 
Como es bien conocido, todas estas técnicas tienen en común el cultivo de material 
vegetal en condiciones asépticas, en medio sintético definido y bajo condiciones 
ambientales controladas. 
De todo lo señalado se deduce que el principal objetivo de cualquier técnica de 
cultivo "in vitro", es dirigir el crecimiento y desarrollo del denominado técnicamente 
explanto (cualquier órgano o porción de tejido escindida de una planta madre con vistas a 
su uso in vitro), para iniciar un cultivo, (establecimiento) o continuarlo, (subcultivo) 
manipulando su entomo. Para que dicho objetivo pueda llevarse a cabo con un alto 
porcentaje de éxito, es preciso tener en cuenta tres factores: el material vegetal, el medio de 
cultivo y las condiciones de incubación. 
Combinando estos tres factores adecuadamente, se puede desencadenar en el 
explanto algunos o varios de estos procesos: 
• desarrollo de meristemos ya existentes en el explanto. 
• organogénesis o formación de yemas y/o raices adventicias. 
• embriogénesis asexual o formación de embriones. 
• desdiferenciación de tejidos y proliferación de una masa de callo. 
Induciendo una o varias de estas vias morfogenéticas se podrán conseguir numerosas 
aplicaciones prácticas (Pérez Ruiz, 1990). Entre las cuales, como aplicación a la vid, se 
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puede destacar la multiplicación clonal rápida o micropropagación (Chée y Pool, 1982 ; 
Harris y Stevenson, 1982 y Brendel, 1986) y la obtención de plantas libres de virus. 
White, 1932, observó que las extremidades de raíces de tomate virosadas puestas en 
cultivo volvían a dar en algunos casos raíces sin virus. Limasset y Comuet en 1949 a partir 
de plantas de tabaco con virus demostraron que la transmisión de éste por injerto disminuía 
de intensidad y podía incluso anularse cuando el injerto estaba limitado a la parte apical. 
Las razones por las que los meristemos, en la mayor parte de los casos, están indemnes de 
virus, no están todavia muy aclaradas. No obstante, entre ellas se contemplan (Morel y 
Martin, 1952): 
• Los ápices no están afectados, debido a tener una división celular muy activa, con 
fuerte crecimiento. En estos tejidos meristemáticos todavia no se ha diferenciado 
el sistema vascular, por lo que los virus tendrían que introducirse por via 
plasmodesmo, lo que resulta mas lento (Quak, 1966). 
• La amplia actividad meristemática lo que provoca una competencia virus-célula 
por los metabolitos (Quak, 1977). Esta hipótesis es verificada, en parte por los 
resultados de la termoterapia, que favorece la multiplicación celular al elevar la 
temperatura y disminuye la velocidad de multiplicación de los virus (Galzy, 
1969). 
• La elevada concentración de auxinas en los meristemos, no es conveniente para la 
replicación de los ácidos nuc\eicos de los virus (Quak, 1977). 
• Presencia de inhibidores naturales del desarrollo del virus en el meristemo 
(Martin-Tanguy et al. , 1976). 
GifTord et al., (1961), Galzy (1969); Barlass et al. (I978) Y Harris et al (1979), 
obtuvieron plantas de vid libres de virus mediante la tecnica del cultivo in vitro de 
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meristemos. 
Para mejorar la eficacia de la eliminación de virus en vid mediante cultivo de 
meristemos, algunos autores Cantos y cols, (1993) realizaron la incubación del material in 
vitro a 38-40·C, en lugar de los 23-2S·C normales. De este modo, combinaron los efectos 
del cultivo in vitro con la termoterapia, incrementando el tanto por ciento de obtención del 
material sano. 
1.7. ADAPTACIÓN 
La transferencia al ambiente natural de una planta desde las condiciones in vitro es 
fundamental, debido al elevado número de pérdidas que pueden ocasionarse si no se 
realiza la adaptación de la planta de forma adecuada. Ello, se debe, por un lado a que las 
jóvenes raíces formadas en tubo tienen una epidermis no suberificada, por otro, las plantas 
cultivadas asépticamente que crecen en alta humedad relativa (HR.), a menudo sufren 
estrés hídrico cuando se exponen a baja HR. Este estrés hídrico es la causa más grave de 
pérdidas en el proceso de adaptación de plantas cultivadas "in vitro" a condiciones de 
invernadero. 
Las hojas de las plantas cultivadas en un medio controlado "in vitro" difieren 
anatómicamente de las de invernadero, ya que tienen menos ceras epicuticulares , células 
en empalizada más pequeñas y más aire intercelular en las células del mesófilo, por ello el 
estrés hídrico que sufre la planta transferida de alta a baja HR se atribuye a un pobre 
desarrollo de ceras cuticulares y epiculares (SUTIER y LANGHANS, 1979). Estos 
mismos autores sugieren que la baja respuesta del estoma también contribuye a este estrés. 
Por ello, en esta fase se deben situar las plantas en una atmósfera con una 
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humedad relativa máxima durante un período de una a tres semanas a 15-25EC cuidando 
que en estas condiciones, no se desarrollen enfermedades de tipo ñmgico. 
1.8. OB,JETIVOS DEL TRABA.JO 
El presente trabajo tiene por objeto conocer e[ nivel de infección de la virosis GFL V 
en [a variedad de vid Pedro Ximénez en [a denominación de origen Montilla-Mori[es 
(D.O.MM), utilizando e[ test ELISA como método de detección. Asimismo, se pretende 
conocer [a respuesta al cultivo in vitro de meristemos apicales de dicha variedad como 
medio de obtener plantas limpias de [a citada virosis. 
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11.1 METODOLOGÍA UTILIZADA 
El trabajo se compone de 2 partes. En una de ella se determina el nivel de 
infección de la virosis GFL V en la variedad Pedro Ximénez en el marco Montilla-
Moriles, utilizando el test ELISA como método de detección. Y en una segunda parte, 
se emplean técnicas de limpieza para la eliminación de la viro si s, en el material vegetal 
Pedro Ximénez virótico seleccionado. 
11.1.1 Nivel de infecciÓn de la virQsis GFLy en la variedad PedrQ 
Ximénez en el marCQ de denQminaciÓn de Qrigen MQntma-Moriles. 
11.1.1.1 Zona de estudio 
Comprende 28 parcelas ubicadas dentro del marco de la denominación de origen 
Montilla-Moriles, las cuales se detallan en la tabla 1. 
11.1.1.2. Material vegetal 
Como material vegetal para el análisis de la virosis se eligieron hojas de la mitad 
del brote, que habían alcanzado su tamaño final. La toma de muestra se realizó en el 
mes de junio, cuando las temperaturas aún no eran demasiado altas, tomándose entre 30 
y 80 hojas por cada parcela, dependíendo del tamaño de la misma. 
Una vez en laboratorio las hojas se sumergieron en una bandeja con agua de la 
red, y posteriormente se enjuagaron 3 veces con agua desionízada 
2~ 
Tabla 1. Nombre y situación de las parcelas en estudio. 
N° NOMBRE SITUACION 
I La Capellania Arenas de Montilla I 
2 San Acacio Arenas de Montemayor 
3 Los A1amillos Carretera Montemayor-Espejo 
4 Pozo Higuera Carretera Montilla-Montalbán 
5 Carretera Montilla-E~jo Carretera Montilla-Espelo Km 59 
6 De Barcelona Carretera Montilla-Espejo Km 52 I 
7 Baena Romano Carretera Baena-Granada 
8 Cabra . Pte de la Cooperativa Ténnino de Cabra 
9 Cabra. Pie de Glacis. Ténnino de Cabra. 
10 Hacienda El Aguilita Carretera Cabra-Montilla 
11 Lagar de Saavedra Ténnino de Montilla. 
12 Cañada de Navarro alto Lindando con la vereda del cerro Macho 
\3 Cañada de Navarro bajo S ierra de Montilla 
14 La Primilla Lindando con monte del Cerro Macho 
15 La Sorda Sierra de Montilla I 
16 Las Amazonas Sierra de Montilla 
17 Cuesta Blanca Carretera Cuesta Blanca 
18 Molino del Toro Carretera Cuesta Blanca 
19 Martos Km 2 de la carretera L 241, 
20 Expasa Alto Ténnino de Lucena 
21 ExpasaBajo Ténnino de Lucena 
22 La Higueruela Alta Ténnino de Aguilar 
23 La Higueruela Almendros Ténnino de Aguilar 
24 Puntal Alto Carretera Las Navas del Seljlillar-Lucena 
25 Puntal Bajo Carretera Las Navas del Seljlillar-Lucena 
26 Los Naranjos Aguilar 
27 Blanca Alta Moriles 
28 Lagar de Benavides Moriles 
11.1.2. Test ELlSA 
11.1.2.1.- Aparatos y materiales utilizados en el Test-ELISA. 
La reacción inmunológica se llevó a cabo en placas especiales de poliestireno 
(BIOREBA), compuestas de 96 pocillos, con una capacidad de 0.4 mi cada uno (foto 1) 
Para la adición de las diferentes soluciones tampón se utilizó una micropipeta 
multicanal (TITERKET) compuesta por 8 canales con posibil idad de dispensar entre 50 
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Foto l. Placa de poliestireno para Test Elisa. 
Foto 2. Micropipeta multicanal. 
y 250 Id por canal (foto 2). 
Las incubaciones necesarias en los diferentes pasos de la reacción se efectuaron 
introduciendo las placas en una estufa (KOWELL PI-r). Para las temperaturas bajas fue 
suficiente un frigorífico a 4°C. 
La cuantificación de la reacción se realizó con ayuda de un lector ELISA 
(MUL TISKAN PLUS P VERSION 2.02), (foto 3) llevándose a cabo la lectura a una 
densidad óptica de 405 nm. 
11.1.2.2.- Soluciones empleadas 
Para la realización del Test ELISA, se necesitaron 6 tampones diferentes. 
Para la preparación de 400 mI del tampón de extracción, se disolvieron 200 mI de 
Tris CIR, 3.48 g NaCI, 0.2 mI de 20, 8 g de polivinil-pirrolidona (pVP-40) y 4 mI de 
polietilenglicol en agua destilada. El pH de 8.3, se ajustó con ácido clorhídrico (HCI 
IN). El tampón se conservó en frasco de vidrio en nevera (4°C). 
Para el tampón carbonato, se disolvieron en I litro de agua destilada 1.59 g de 
carbonato sódico (C03Na2), 2.93 g de bicarbonato sódico (C03HNa) y 0.2 g de ácida de 
sodio (NaN3). El pH final fue de 9.6 sin corrección. Se conservó en frasco a 4°C. 
El tampón de lavado se preparó añadiendo a I litro de solución salina de tampón 
fosfato fisiológico (PBS) y 0.5 mi de Tween-20 (detergente). El pH fué de 7.4. El 
tampón se conservó en frasco lavador a 4°C en nevera. 
Para preparar tampón PBS, se disolvieron en un litro de agua destilada, 8 g de 
cloruro sódico (CINa), 0.2 g de fosfato mono potásico (KH2PO.), 2.9 g de fosfato 
disódico (Na2HPO. -12 HzO), 0.2 g de cloruro potásico (KCI) y 0.2 g de acida sódica 
(NaN,). El pH se ajustó a 7.2 mediante adición de ácido clorhidrico (CIH I N). Se 
conservó a temperatura ambiente. 
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Para la preparación del tampól/ cOI/jugado, se disolvieron en l litro de solución 
salina de tampón fosfato fisiológico (PBS), 20 g de polivinil-pirrolidona. El pH fue de 
7.4. Se conservó en nevera. 
El tampón de substrato fue utilizado en el último paso del test. Para su 
preparación se disolvieron en 800 mi de agua destilada, 97 mi de dietanol-amina y 0.2 g 
de ácida sódica (NaN). Antes de utilizar el tampón, se añadió l mg de p-
nitrofenilfosfato por cada mi de tampón substrato. El pH se ajustó a 9.8 con ácido 
clorhídrico (CIH) concentrado. 
11.1.2.3.- Procedimientos del Test ELISA 
Una vez límpio el material vegetal, se homogeneizaron trozos de mesófilo de 
hojas (3x3 mm) en l mi de tampón de extracción (todo en un eppendorf de 1.5 cc) con 
ayuda de un homogeneizador (HEIDOLP) (foto 4). El extracto se conservó congelado (-
20°C). 
11.1.2.3.1.- Tapizado de la placa 
En cada pocillo, con ayuda de la micropipeta multicanal añadimos 0.2 mi de una 
solución del antígeno (BIOREBA) en tampón carbonato, en relación 112000. La placa, 
se cerró con una tapa de plástico y se introdujo en estufa a 37°C. Mediante incubación 
durante 3 ó 4 horas las paredes de los pocillos de las placas se cubrieron con el antigeno 
por adsorción. Una vez, transcurrido dicho período, se lavó la placa 3 ó 4 veces con 
tampón lavador eliminando así el exceso de solución. 
11.1.2.3.2.- Adición del extracto de hoja de Pedro Ximenez 
Se llenó cada pocillo, con los distintos extractos de hojas. En todos los casos, se 
utilizaron 6 pocillos como control (plantas sanas) (foto 5). 
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Se conservó la placa en la nevera, durante 20-23 horas a 4°C de temperatura. 
Con ello, se formó un complejo estable entre los anticuerpos adsorbidos a las 
paredes de los pocillos y los antígenos (partículas de virus). 
Seguidamente, se volvió a lavar la placa, con el mismo tampón lavador, repetidas 
veces hasta desaparecer por completo cualquier resto de material vegetal. 
11.1.2.3.3.- Adición de anticuerpos específicos conjugados 
Al complejo entre anticuerpo y antigeno viral formado, se le añadió anticuerpo 
marcado con enzima. 
Para ello se diluyó el antígeno o conjugado en tampón conjugado en relación 
1/2000. Posteriormente se pipetearon 0.20 mI en cada pocillo de la placa. Se incubó 
durante 3 a 4 horas en estufa de incubación (35-37°C). Proceso de lavado posterior, 
igual que en los anteriores pasos, para eliminar el exceso de complejo enzimático no 
ligado. 
11.1.2.3.4. Adición del substrato. Revelado de la reacción. 
En el último paso, se añadió el p-nitrofenilfosfato que fue hidrolizado por el 
enzima. Por cada mI de tampón substrato se le añadió 1 mg de p-nitrofenilfosfato. Se 
pipetearon 0.25 mI por cada pocillo de la placa. 
Se incubó la placa a temperatura ambiente, durante I hora. Durante la 
hidrolización, el nitrofenol formado en la reacción tomo color amarillo en los pocillos 
que resultaron positivos (foto 6). La lectura de la placa se realizó con ayuda de un lector 
ELlSA antes descrito a una densidad óptica de 405 nm. 
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Foto 5. Placa de Test Elisa con extractos de hojas. 
Foto 6. Resultado Test Elisa. Pocillos de color amarillo indican 
presencia de virus GFL V. 
1I.2-ELlMINAQÓN DE YlROSIS EN EL MATERIAL PEDRO 
XIMÉNEZ. 
11.2.1. Materia! vegeta! y esterj!izacjÓn. 
En coincidencia con la toma de muestras de hojas se tomaron sarmientos de vides 
con claros síntomas de virosis en cada una de las parcelas seleccionadas. Las muestras 
se trasladaron en nevera a 4°C al laboratorio donde se les extrajeron unas 17 yemas, 
tanto apicales como axilares que se esterilizaron, bajo cámara de flujo laminar, mediante 
inmersión en etanol 70%. durante 15 seg. seguida de otra de hipoclorito sódico (5% de 
cloro activo), en solución al 15% durante 23 minutos. Tras varios lavados en agua 
esteril. las yemas quedaron en condiciones de ser sembradas in vitro. 
1I.2.2.Cultiyos in vitro. 
En la tabla II se indica las fechas. material de partida y explantos obtenidos en 
cada una de las siembras: 
Tabla Il. Fechas y material obtenido en cada una de las siembras efectuadas. 
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Fecha de siembra N° de plantas de partida Explantos obtenidos (Y = yema; 
M=meristemos apical) 
17/6/98 (establecimiento) 17 17Y 
8/9/98 5 16 Y 
9/11198 7 24 Y 
21/1/99 8 14 Y 
3/2/99 6 24 Y 
10/2/99 7 12 M 
1/6/99 9 21 Y (*) I 
(*) yemas procedentes de plantas desarrolladas de los meristemos apicales 
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Primero, se obtuvieron plantas in vitro a partir de las yemas destacadas 
inicialmente de los ramos representativos de cada parcela. A partir de estas plantas se 
hicieron explantos uninodales de unos 2 cm de longitud que se subcultivaron in vitro. 
Esta operación se repitió varias veces, para su propagación y, en consecuencia, obtener 
un número elevado de plantas. Una vez obtenido material suficiente, se procedió a la 
extracción de meristemos apicales para la eliminación de la virosis. Para ello, usando 
una lupa binocular OL YMPUS S051, se cortaron trozos apicales de entre 0.2 y 0.3 mm 
de longitud, que se introdujeron en tubos de ensayos con el medio que se describe en el 
apartado siguiente, pero sustituyendo la tiamina por el conjunto de las vitaminas de 
White (White, 1954) y las mismas condiciones de incubación. 
11.2.2.1. Medio de cultivo 
En todos los cultivos y sub cultivos (yemas, explantos y meristemos) se utilizó el 
medio VID (Troncoso y cols., 1990) (Tabla I1I) 
Para la preparación del medio los nutrientes se disolvieron en agua uitrapura, 
obtenida mediante filtración milli-Q, adicionándose posteriormente 25 gil de sacarosa, 
las vitaminas y agar a una concentración del 0.6% p!v. En todos los casos se añadieron 
como reguladores ácido indol butírico (0.036 gr!l) y bencil amino purina (0.072 mgll). 
El medio, se ajustó a pH 5.7 por adición de NaOH (0,5 N). Una vez disuelto el 
agar con ayuda de horno microondas, se repartieron 10 cc de la solución liquida en cada 
tubo de ensayo (150x25 mm), mediante una jeringa automática. Los tubos se cerraron 
con tapones de polipropileno transparente. 
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TABLA 1lI. Composición del medio de cultivo utilizado: 
MACRO NUTRIENTES 
Nitrato potásico (KN03) 
Nitrato cálcico (Ca(N03h 4H20) 
Nitrato de amonio (NH..N03) 
Fosfato ácido de potasio (KH2P04) 
Sulfato de magnesio (MgS04 7H20) 
Sulfato de hierro (FeS04 7H20) 
EDTANa2EDTA 
MICRONUTRIENTES 
Sulfato de manganeso (MnS04 H20) 
Acido bórico (H3B03) 
Sulfato de zinc (ZnS04 7H20) 
Molibdato de sodio (Na2Mo04 2H20) 
Sulfato de cobre (CUS04 5H20) 























n2.2.2. Esterilización del material, 
Los tubos de ensayo, junto con papel de filtro se esterilizaron por calor húmedo en 
autoclave (SELECTA) a 125·C de temperatura, y l atm de presión, durante 20 minutos. 
Las pinzas y bisturí, utilizados en la siembra se esterilizaron previamente en un 
horno tipo HBS 350, a 2500C durante un tiempo mínimo de lO segundos. 
n.2.2.3. Siembra, 
Siempre se trabajó en cámara de flujo laminar (TELSTAR AH-lO) que se limpió, 
previamente con etanol al 70 %. El material vegetal se corta hasta obtener una yema 
apical o axilar, dicha operación se realiza sobre papel de filtro previamente esterilizado 
en autoclave. Dicha yema se desprovee, también bajo cabina de flujo laminar y usando la 
lupa binocular (x40), de las hojas mas jóvenes y cuando el domo meristemático, 
generalmente mas brillante, está visible, se eliminan la mayoria de los primordios y 
mediante cuatro secciones perpendiculares, tangentes a los primordios foliares, se delimita 
un pequeño cubo (foto 7; foto 8). La última sección transversal va a aislar el meristemo 
(0.2 a 0.3 mm) que se lleva inmediatamente a un medio gelificado. con ayuda de unas 
pinzas y bisturi al tubo de ensayo respectivo, que seguidamente se tapó con el tapón de 
polipropileno cuyas bases se sellaron con cinta de parafilm. 
11.2.2.4 Incubación 
El conjunto se llevó a la cámara de cultivo, donde se mantuvo en unas condiciones 
controladas, temperatura constante entre 2J·C-25·C y un foto periodo de 16 horas de luz 
al día. La iluminacíón de JO ¡.¡Em·2s·1 fue suministrada por tubos fluorescentes 
FJ8W/133-ST Cool White dispuestos en estanterías metálicas a unos 30 cm del cultivo. 
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Foto 7. Ápice meristemático de vid a lupa binocular. 
Foto 8. Primeros estadios de desarrollo de meristemos in vitro. 
11.2.2.5 Adaptación de las plantas a condiciones externas. 
Una vez que las plantas obtenidas "in vitro", alcanzaron el desarrollo adecuado, se 
prepararon para su aclimatación. Para ello, se escogieron 8 plantas bien formadas y cada 
una de ellas se trasladó a un vaso de plástico de 330 ce de capacidad con substrato de 
turba y perlita (50%) regado a saturación. El conjunto vaso-planta, se cubrió con una 
bolsa de polietileno transparente y se pulverizó con agua para crear un ambiente de 
elevada humedad interna (foto 9). En intervalos de 10 días se le hizo un corte a cada 
pico de las bolsas de plásticos, hasta llegar al contacto total entre la planta y el ambiente 
externo (Cantos et al, 1993). 
I1.3.CONTROLES X TRATAMIENTOS ESTADÍSTICO DE (,OS 
RESULTADOS. 
En todas las pruebas se hicieron controles cualitativos (vitrificación, necrosIs 
apical, clorosis) y cuantitativos (longitud del tallo, número de yemas, número de hojas 
nuevas, número y longitud de raíces) cada quince días hasta la finalización de los 
diferentes experimentos. 
Para el tratamiento estadístico de los resultados obtenidos, se ha empleado el 
paquete estadístico informático: STATGRAPIDCS, ver. 4.0 de la casa Graphic 
Software System, lnc. (USA). Con el mismo se han calculado estimadores de 
centralización y dispersión y comparación entre medidas mediante cálculo de la t de 
Student. 
Para conocer la situación de las muestras en cuanto a estar o no infectadas por el 
virus GFL V se realizaron controles por test ELlSA., en el material de partida y en los 
cultivos in vitro correspondientes a las siembras de propagación realizadas el 8 de 
septiembre y ya en las obtenidas de meristemos, siembra del I de junio. 
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111.1.- DESCRIPCIÓN DE LAS PARCELAS 
En este capítulo se estudian las caracteristicas de las parcelas seleccionadas y que 
definen, dado que se extienden por toda la zona, las condiciones de la comarca vitícola 
Montilla-Moriles. Dichas caracteristicas se especifican en la tabla IV. 
Tabla IV. Descripción de las parcelas estudiadas. 
Parcelas Situación Marco N° Edad Portainjerto 
Plantación Cej!aslHa 
Í!!!l 
1. La Caoellania Arenas de Montilla Real (2 x 2) 2500 - 41-B ó llOR 
2. San Acacio Arenas de Montemavor Real 1.8 x 1.8 2827 
-
1l0R 
3. Los Alamillos C. Montemavor-ESileio Real 2.3 x 2.3 1890 23 llOR 
4. Pozo Hil!Uera C. Montilla-Montalbán Real2x2 2500 26 41-B 
5.Montilla Esmo .Montilla IiSileio Krn59 Real2x2 2500 25 llOR 
6. De Barcelona Carret.Montilla Esoeio Real 2.1 x 2.1 2268 10 41-B 
7.Baena Romano Carret. Baena Granada Real 1.8 x 1.8 2827 20 161-49C 
8. Pres.CooP.Cabra Término de Cabra 2.5 x 1.5 2667 25 1l0R 
9.Pie de Glacis Término de Cabra Real2x2 2500 30 llOR 
10. El Al!uilita Carret. Cabra - Montilla Tresbolillo 1.7 3996 32 llOR 
11. Lagar Saavedra Término de Montilla Real2x2 2500 5 llOR 
12. Navarro Alto Junto vereda cerro Macho Real 1.8 x 1. 8 3086 - 41-B 
13. Navarro Baio Junto vereda cerro Macho Real 2.5 x 2.5 1600 36 llOR 
14. La Primilla Junto monte cerro Macho 2.35 x2.32 1834 35 1l0R 
15. La Sorda Sierra de Montilla Real 1. 8 x 1.8 2827 20 llOR 
16. Las Amazonas Sierra de Montilla Tresbolillo 2 3000 30 41-B 
17. Cuesta Blanca Sierra de Montilla Real 1.8 x 1.8 2827 34 41B 
18. Molino del Toro Sierra de Montilla Ix 2.5 4000 20 llOR 
19. Martos Sierra de Montilla 1.7 x 1.7 3578 14 41B 
20. Expasa Alta Término de Lucena 2.5 x 1.1 3636 20 41-B 
21. Exoasa Baio Término de Lucena 2.5 x 1.10 3636 20 41-B 
22. Higueruela Alta Término de Aguilar Tresbolillo 1.9 3199 25 420AM 
23.Hil!ue. Almendro Término de Al!Uilar Tresbolillo 1.9 3199 38 41-B 
24. Horcªio Alto. C Las Navas Lucena. 2.5 x 1.25 3199 34 161-49C 
25. Horcaio Baio C. Las Navas Lucena. 2.5 x 1.25 3200 25 IIOR 
26. Los Naranios Término de Aguilar 2.5 x 1.20 3333 17 161-49C 
27. Blanca Alta Término de Moriles Tresbolillo 2 2887 6 41-B 
28. Lagar Benavides Término de Moriles 3265 7 161-49C 
En dicha tabla se observa que de las 28 parcelas, una mayoria se reparte dentro del 
término municipal de Montilla, doce. que se distribuyen nueve en zona de calidad 
superior (en adelante eS) concretamente las parcelas 11 a 19 y tres en zona de 
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producción (en adelante ZP), parcelas 1, 4 Y 5. En la zona de Lucena se eligieron 
cuatro, todas en ZP, parcelas 20, 21, 24 Y 25. Se escogieron tres en cada una de las 
zonas de Cabra y Aguilar de la Frontera, en el primer caso son las parcelas 8, 9 Y 10 
todas en ZP y en el segundo hay dos en zona CS concretamente los números 22 y 23 Y 
la número 26 en ZP. Se eligieron así mismo dos en la zona de producción de 
Montemayor, las numeradas con 2 y 3 Y dos en la zona de calidad superior del término 
de Moriles. Para completar el muestreo las parcelas 6 y 7 se seleccionaron en los 
términos de Espejo y Baena respectivamente, ambos en ZP. 
La mayoría de los marcos de plantación, catorce, son de tipo Real es decir, en 
forma de cuadrado, el resto se reparte entre marcos en forma rectangular o al tresbolillo. 
en consecuencia, el número de cepas, dependiendo de la extensión de la parcela va 
desde 4000 en el caso de la parcela n° 18, Molino del Toro hasta las 1600 de Navarro 
Bajo. Estando la media alrededor de las 3000 cepas por Ha. 
Respecto a la edad de las plantaciones se han encontrado, a tenor de los datos 
recabados a los propietarios, desde viñedos muy jóvenes, menores de 10 años como son 
Lagar de Saavedra, Blanca Alta y Lagar de Benavides, todas en zonas de Calidad 
Superior, en el primer caso en el término de Montilla y en los dos siguientes en el de 
Moriles, hasta los plantados hace mas de 40 años como los de Navarro Alto y La 
Capellanía ambos en el término municipal de Montilla, aunque el primero en ZP y el 
segundo en zona CS. Entre ambos extremos la edad media está entre los 20 y 25 años, 
sin encontrarse una relación especial ni con los términos municipales, ni con las zonas 
de calidad definidas, a excepción de las parcelas escogidas en el término de Moriles, 
ambas de vides muy jóvenes y ambas en zona CS, como se ha comentado. 
A partir de los resultados indicados en la tabla IV sobre portainjerto utilizados se 
ha construido el diagrama de frecuencia de uso de los distintos portainjerto que se indica 
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en la figura 7: 
Figura 7. -Porcentaje de uso de portainjerto para la 
variedad Pedro Ximenez en la zona de Montilla-Moriles 
~ 
41B llOR 161-49C 420AM 
IPortainjertos l 
Se observa en la figura que el portainjerto más utilizado en la zona es el IIOR 
(46.43%) seguido del 41B (40%). Los demás portainjertos 161-49C y 420AM se 
encuentran en menor proporción 14.2% Y 3.6% respectivamente. Ello confirma los 
datos expuestos en la introducción respecto al uso general de portainjertos en la zona y, 
por otro lado, es de especial interés en el presente estudio debido a que el tipo de 
portainjerto usado tiene un papel importante en la ausencia o presencia del virus por 
poseer cada patrón un grado de resistencia especifica para los nematodos. 
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UI.2 RESULTADOS DEL TEST ELlSA 
En la tabla V se observa el número de muestras recogidas (476), analizadas (306) 
y positivas en el test ELlSA en cada una de las vides de las parcelas estudiadas. 
Tabla V: Porcentajes de cepas de vid infectadas por virus por parcelas 
PARCELAS Total de 
mug.tras 
Analizadas Positivas % Virus 
En la tabla se señalan con colores diferentes el grado de infección vírica, estos 
colores coinciden con los empleados en el mapa de situación de la figura 8. 
De acuerdo con los resultados de la tabla V, existen parcelas como " La 
Capellania", "Cañada de Navarro Alto", "La Sorda", "Expasa Alto" y Lagar de 
Benavides" que no muestran plantas atacadas por GFL V (0%). Otras como "Lagar de 
Saavedra", "Cañada Navarro Bajo", "La Primilla", "Puntal Bajo" y "Blanca Alta" con 
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índices de contaminación vírica bajos (iguales o inferiores al 10%). Seguidamente, con 
infecciones comprendidas entre el 11-20% se encuentran las parcelas "Carretera 
Montilla-Espejo", "De Barcelona", "Baena Romano", "Molino del Toro", "Expasa 
Bajo", "Puntal Alto". Entre el 21-30% de ataque vírico solo esta "Presidente 
Cooperativa de Cabra". Entre el 31-40% se encuentran, "Cabra-Pie de Glacis", "La 
Higueruela -Almendros" y "Los Naranjos". Con niveles entre el 41-50% de infección 
estan las parcelas "San "Acacia", "Los A1amillos", "El Aguilita", "Las Amazonas" y 
"Martos". Finalmente, con un número de cepas atacadas por encima del 50% se 
encuentran "Pozo-Higuera", y "Cuesta Blanca". Como se puede observar existe una 
gran variabilidad en el grado de ataque de GFL V que va desde viñas sin contaminar a 
otras, en la práctica, totalmente contaminadas. 
Los distintos porcentajes de infección, han permitido elaborar el mapa de la figura 
8, en el que se localizan las parcelas según el tanto por ciento de ataque del virus 
GFL V. Como se observa en el mapa, las parcelas cuyas plantas no están contaminadas o 
lo están a niveles bajos se sitúan preferentemente en el eje Sierra de Montilla a Moriles-
Lucena, sobre terrenos muy calizos (Del Moral et al 1998), sueltos, erosionables en 
pendiente y con topografia elevada. Es decir, sin problemas de asfixia radicular con 
buena aireación y drenaje. En estas vides predomina el portainjerto 110R que según 
Hidalgo Fernández-Cano es bastante resistente a nematodos. Además, aunque existen 
algunas plantaciones viejas ("Cuesta Blanca", "Las Amazonas", "La Primilla", 
"Navarro Bajo") entre ellas predominan las de menor edad. 
Las viñas cuyas vides presentan tantos por ciento elevados de ataques de GFLV, 
están muy repartidas por toda la superficie del marco, aunque o bien están situadas en 
zonas bajas con problemas de encharcamiento y asfixia radicular, o en terrenos 
excesivamente arenosos. Es decir, plantas que normalmente están en peores condiciones 
1') 
fisiológicas que el resto. Según Branas 1948 es~os suelos dificultan mucho los 
movimientos del nematodo Xiphinema indexo En estas plantaciones predomina el 
portainjerto 41B que es menos tolerante a X. index que el 11 OR, Y la edad de las plantas 
es, en general, superior a las del primer grupo. En consecuencia, y aunque la presencia 
del virus GFL V puede estar relacionada con factores que no se consideran en este 
trabajo, como la posible contaminación del material empleado al injertar o el grado de 
escrupulosidad con que se realizan las labores de poda, parece que las caracteristicas del 
terreno, tipo de portainjerto y edad de la plantación influyen sobre el grado de infección 
del virus GFL V. 
Es de destacar la coincidencia que la mayoría de las parcelas con vides poco 
atacadas por el virus, que como se indicó, se sitúan en el eje de Sierra de Montilla-
Moriles y parte occidental de Lucena, corresponden a los terrenos de mayor calidad para 
este cultivo y que producen los mejores mostos. Esta área esta considerada como de 
"calidad superior" por el CRMM y coincide con la denominación primera y segunda 
clase de suelos (fig.5) según García del Barrio. 
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111.3. ELIMINACIÓN DE LA VIROSIS GFLV EN LA yARIEDAD 
DE VID PEDRQ XIMÉNEZ 
Como se indicó anteriormente, en esta segunda parte del trabajo el objetivo es 
conocer el comportamiento de la planta virótica de vid, variedad Pedro Ximénez, en 
condiciones controladas, eliminar el virus mediante la extracción del meristemo apical 
y, una vez obtenida la planta limpia, efectuar subcultivos para obtener un número 
adecuado de las mismas y estudiar su comportamiento en idénticas condiciones in vitro. 
Para terminar estudiando sus posibilidades de adaptación al medio convencional, es 
decir su aclimatación al exterior. 
I1I.J.1 ESTABLECIMIENTO Y SUBCUL TIVOS DE PLANTAS 
VIRÓTICAS. 
En el control biométrico efectuado a los 45 días de cultivo in vitro de los 
explantos de la variedad virótica Pedro Ximénez sembrados el 8 de septiembre se 
obtienen los siguientes resultados (tabla VI): 
Tabla VI: Parámetros relacionados con el desarrollo de explantos de plantas con 
GFL V de la variedad Pedro Ximénez. 
N° Lon!! (cm) N° de brotes N° de yemas N° raíces Observaciones 
1 1.5 1 3 O Vítrificación 
2 3.2 1 4 3 Callo peq. 
3 0.8 1 4 I Vitrificación 
4 4.5 2 4-4 2 
5 1.4 1 3 O Vitrificación 
6 2.6 1 4 O 
7 1.6 2 3-2 O Vitrificación Contam. Anul. 
8 1.9 2 2-5 O Vitrificación 
9 1 1 2 O 
10 1.1 1 4 O 
11 4 1 5 3 Callo peq. 
12 0.8 1 1 1 Callo peq. 
I3 1.3 1 2 O Vitrificación 
14 1 O 1 O Contam. Anul. 
5 1 O 1 O Contam. Anul. 
16 3.3 3 3-5 1 Callo peq. 
MEDIA 1.93 1.18 3.87 0.7 Plantas con raíz = 42.8% 
u 
Se observa en dicha tabla un desarrollo medio en longitud de 1.93 cm, algo 
superior al obtenido para variedades como Zalema también viróticas, 1.65 cm y 
cultivadas, durante un tiempo similar, en el mismo medio descrito (Weiland y Cantos, 
1997). Sin embargo, el número medio de yemas, 3.87 es muy elevado, así como el 
porcentaje de plantas con raíz, 42.8%. Aunque el número de raíces por planta es bajo. 
La contaminación es de sólo tres explantos lo que representa un 18.75%. Como se 
observa en la tabla VI, el 37% de las plantas muestran algún síntoma de vitrificación, 
este porcentaje es algo elevado, pero por experiencias anteriores (Venegas, 1996) 
conocemos que en las fases iniciales del desarrollo de un explanto in vitro, las 
alteraciones morfológicas son mas frecuentes, no obstante, tienden a desaparecer con 
los sucesivos subcultivos. 
A fin de comprobar el estado de virosis de las plantas se efectúa un muestreo al 
azar de parte de las plantas desarrolladas, esta limitación viene impuesta para evitar 
riesgos innecesarios de contaminación del material en una prueba inicial de 
propagación. En consecuencia se toman hojas de 6 de las 16 plantas crecidas en la 
prueba anterior. En la tabla VII se indican los resultados del test ELISA efectuado. 
Tabla VII. Resultados del test ELISA 
N° de plantas muestreadas N° de plantas positivas para ELISA % de presencia del GFL V 
6 6 100 
Como se observa en dicha tabla todas las plantas muestreadas dan positivo para 
GFL V en el test ELISA, en consecuencia, se confirma la presencia de virus esperada 
según las observaciones visuales que motivaron su selección en campo. Ello es 
importante debido a la seguridad de partir de plantas viróticas para conocer la eficacia 
de los posteriores tratamientos de limpieza. 
Al objeto de obtener material suficiente para la extracción de meristemos, estas 
~.1 
plantas se someten a un segundo subcultivo obteniéndose 24 explantos como se indica 
en la tabla 11. El estado general, valores cualitativos, observado a los 30 dias desde la 
siembra se expresan en la tabla VIII: 
Tabla VIII. Resultados cualitativos del desarrollo de explantos de vid (variedad Pedro 
Ximénez) con GFL V. 
Plantas con buen desarrollo y con mas de tres yemas 4.16% 
Plantas con desarrollo intermedioy entre una y tres yemas 500/0 
Plantas sin crecimiento 45.83% 
Plantas con raíz 41.66% 
Plantas con callo 25% 
Se observa en la tabla que transcurrido un mes desde la siembra los explantos 
responden bien a las condiciones de cultivo desarrollándose un 55% de los mismos, de 
las cuales un porcentaje algo superior al 41 % presentaban un sistema radicular 
desarrollado, siendo la presencia de callo de un 25%. Estos resultados confirman la 
buena respuesta del material de vid de Pedro Ximénez a las condiciones ensayadas ya 
observadas en el ensayo anterior, no sólo por el desarrollo de tallo y yemas, sino por la 
presencia de un sistema radicular en buenas condiciones en un medio de multiplicación. 
En la tabla IX se indican los resultados del control efectuado a dichas plántulas 
transcurridos 60 dias desde la siembra. 
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Tabla IX: Resultados cuantitativos del desarrollo de planta virótica a los 60 
dias desde la siembra. 
N° Lone(cm) N° de brotes N° de yemas Na raíces 
I 4.3 1 5 3 
2 9.4 1 9 5 
3 0.8 1 1 1 
4 0.3 1 1 3 
5 6.7 2 2-8 1 
6 0.5 O 1 O 
7 1.0 1 3 O 
8 0.7 O 1 2 
9 1.0 1 4 O 
10 0.8 1 3 O 
11 7.4 2 1-7 4 
12 7.8 1 7 4 
13 1.5 1 3 O 
14 9.8 1 11 4 
15 7.7 2 6 3 
16 9.5 1 6-9 2 
17 9.5 1 8 4 
18 1.1 1 2 1 
19 8.3 1 9 2 
20 8.2 2 8 4 
21 0.3 I I 2 
22 0.8 I 2 O 
23 0.5 1 1 O 
24 0.3 I 1 O 
Media 4.1 1.12 4.16 1.87 
Se observa en dicha tabla que la media de desarrollo en longitud, 4.1 cm, es muy 
superior (t=2.14 p<0.05) a la obtenida durante el establecimiento, aunque el número de 
brotes y el de yemas, así como el número de raíces por planta es muy similar. No 
obstante, el número de plantas enraizadas es de un 66.6% tambíén superior, aunque no 
de forma estadístícamente significativa (t=1.45) al obtenido en el establecimiento, 
42.8%. En consecuencia, la planta obtenida presenta nuevamente un crecimiento 
adecuado tanto en la parte aérea como la radicular (foto 10). 
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111.3.2. CULTIVO DE MERISTEMOS 
Una vez obtenido un número adecuado de plantas de Pedro Ximénez creciendo en 
medio controlado, en la fecha indicada en la tabla 11 se destacan meristemos según la 
metodologia indicada en el apartado de material y métodos, al objeto de eliminar la 
virosis y obtener plantas sanas (foto 11). En la tabla X se indican los valores medios de 
los parámetros medidos en los controles efectuados en períodos de 15 días desde la 
siembra de los mismos. 
Tabla X: Evolución quincenal de los valores cuantitativos del desarrollo "in vitro" 
de meristemos de plantas de la variedad Pedro Ximénez. 
Tiempo Long media N" medio N" medio N" medio Long. media % de plantas 
Jdíasl Jcm) de hojas de yemas de raíces de raíz (cml con raíz 
15 0.525 1.66 1.33 O O O 
30 0.85 2.83 2.25 O O O 
45 1.18 3.91 3.16 O O O 
60 1.51 4.66 3.66 0.58 1.18 25 
75 2.17 5.25 4.33 0.75 3 33.3 
90 2.87 6.33 5.66 0.75 4 33 .3 
lOS 3.38 6.25 5.83 0.83 4.20 41.66 
Se observa en la tabla X un incremento constante de los parámetros de desarrollo 
a lo largo de la duración de la prueba hasta alcanzar a los tres meses y medio una 
longitud media de tallo de 3.38 cm, un número medio de hojas por planta de 6.25 y un 
número medio de yemas por planta de 5.83. Estos parámetros reflejan un crecimiento 
mucho mas lento, dado el tamaño reducido del material de partida, no obstante, las 
plantas resultantes presentan un buen desarrollo y aspecto, es decir no se observan 
necrosis apicales y, aunque se encuentra una ligera vitrificación en un porcentaje 
relativamente alto de plantas, 66.6%, ésta es atribuible al material de partida, meristemo 
y por ello, primeros estadios de la diferenciación. En consecuencia, el medio usado es 
adecuado para el desarrollo de meristemos apicales de vid de la variedad Pedro 
Ximénez. 
Por otro lado, en esta fase se obtiene un 41 .6 % de plantas con raíces bien 
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Foto 10. Planta Pedro-Ximénez dearrollada in vitro a partir de 
yemas. 
~ 
Foto 11. Planta Pedro-Ximénez desarrollada in vitro a partir de 
meristemos. 
desarrolladas. Como se observa en la tabla, el número medio de raíces por planta es 0.83 
y la longitud media 4.2 cm. Ambos parámetros reflejan una respuesta muy positiva del 
material pues el desarrollo de raíces en estas primeras fases de la micropropagación y 
usando como material de partida meristemos no es frecuente en la vid (Bass et al., 1988; 
B1azina et al., 1992). Además las raíces obtenidas presentan un buen aspecto, con 
ramificaciones y color blanco amarillento (foto 11) que indica su buena funcionalidad 
que habrá que comprobar posteriormente en el paso a tierra. 
En la tabla XI se expresan los resultados de los controles cuantitativos de los 21 
explantos propagados a partir de las plantas obtenidas de meristemos (10/2199, tabla II) 
también en períodos quincenales. 
Tabla XI: Evolución quincenal de los valores cuantitativos del desarrollo "in 
vitro" de plantas de meristemos de la variedad Pedro Ximénez. 
Tiempo Long media N" medio de N" medio N° medio Long. %de 
(días) (cm) hojas de yemas de raíces media de plantas con 
raíz (cm) raíz 
15 1.16 3 3 0.19 0.05 4.7 
30 1.85 4.8 4.4 0.42 1.19 23 .8 
45 2.64 5.7 5.4 0.47 1.78 28.6 
Se observa en dicha tabla que la longitud media de las plantas a los 45 días de 
cultivo es 2.64 cm, superior, aunque no significativa a nivel estadístico, (t= 1.72), 
debido a la variabilidad interna de las mediciones efectuadas. a la obtenida en plantas 
procedentes de meristemos donde, transcurrido el mismo tiempo, era de 1.18 cm (tabla 
X). De igual forma el número medio de yemas por planta también es superior, 5.4 al de 
la planta obtenida directamente del meristemo 3.16, no obstante. al igual que en el caso 
anterior la variabilidad interna es muy alta con lo que la t de Student calculada es de 
1.62 Y por tanto, la diferencia entre el número medio de yemas en ambos ensayos no es 
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significativo. 
Respecto al sistema radicular, también se encuentra un porcentaje de plantas con 
raiz elevado, 28.6% mientras que en el caso de los meristemos a los 45 días de extraídos 
y sembrados no se observó aún ninguna planta con raíz, los valores de número raíces 
por planta son aún bajos, 0.47, aunque la longitud media de las mismas es aceptable, 
0.78 cm. 
La causa del relativo mayor desarrollo de la parte aérea y de la importante 
diferencia en el desarrollo de raíces, obtenido al propagar las plantas procedentes de 
meristemo, es la mayor organización y tamaño del material de partida, pues como se 
indicó se tomaron yemas apica1es y axilares de 0.5 cm de longitud. En dicho material la 
diferenciación de los componentes celulares es muy superior estableciéndose una 
disminución de la relación núcleo-citoplasma, una mayor funcionalidad del sistema 
vascular, diferenciación de proplastos a plastos (c1oroplastos, amiloplastos) y 
diferenciación de la membrana. Todo ello conlleva una mejor respuesta fisiológica con 
funciones mas definidas y efectivas tales como conducción, fotosíntesis, acumulación 
de reservas, etc. 
Por otro lado es de destacar el mejor desarrollo general de la parte aérea, aunque 
no es significativo a nivel estadístico, de las plantas obtenidas, ya libres de GFL V, 
respecto a las desarrolladas, también durante 45 días, cuando el virus estaba presente 
(tabla VI). Así la longitud media de las plantas saneadas es de 2.64 cm, superior, aunque 
con una t=0.91 a los 1,93 cm de la planta virótica. El mismo comportamiento se 
encuentra en el número medio de yemas con 5.42 yemas de la planta sana frente a 3.87 
de la planta virótica (t=1.21). Ello, parece indicar, una tendencia al mejor crecimiento 
de la planta, una vez saneada. al menos en su parte aérea. 
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m.J.J ADAPTACIÓN DE LA PLANTA SANEADA AL EXTERIOR 
Una vez desarrollada la raíz, las plantas procedentes de meristemo y carentes de 
virus mediante el test ELISA (Apdo. 1II.2.3) se trasplantaron a maceta y cubrió el 
conjunto con una bolsa de polietileno trasparente siguiendo el método descrito en el 
apartado de material y métodos y se llevaron a cámara de adaptación. Una vez 
transcurrido un periodo de dos semanas se obtuvo una adaptación del 100% de las 
plantas (fotos 12 y 13). Esta adaptación óptima confirma la buena funcionalidad de las 
raíces obtenidas a partir de meristemo en el medio controlado. 
Ill.J.4 CONTROL SANITARIO RESPECTO A GFLV. 
En la tabla XII se indica el resultado del test ELISA-DAS efectuados al final del 
proceso a las plantas obtenidas de meristemos posteriormente microprogagadas. 
Tabla XII. Resultados del test ELISA 
N° de plantas muestreadas N" de plantas positivas para ELISA % de presencia del GFL V 
12 I 8.4 
En la tabla se observa que, una vez extraído el meristemo, el porcentaje de 
eliminación del virus es muy alto, ya que del conjunto de las plantas testadas, que fue el 
57% de las propagadas en la última prueba, solamente una da positivo para el GFL V, 
ello indica la buena elección del material, yema terminal, muy joven que proporciona 
una mayor seguridad en la eliminación del virus (Styer and Chin, 1983) asi como el 
adecuado tamaño del meristemo extraído. 
En consecuencia, la variedad de vid Pedro Ximenez responde muy bien a la 
metodologia de micropropagación utilizada en cualquiera de sus fases. tanto en 
establecimiento como en propagación, dado que sin efectuar ningún cambio en el 
balance de reguladores de crecimiento, se obtiene una planta completa con el medio de 
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cultivo empleado. Por otro lado, el sistema de extracción y cultivo de meristemos 
apicales de un tamaño menor de 0.5 mm elimina de forma muy efectiva la presencia del 
virus GFL V en la planta, permitiendo a su vez, la formación y desarrollo de la planta en 
condiciones similares a las de la planta micropropagada a partir de yemas apicales o 
axilares, lo que facilita su posterior aclimatación al medio natural. 
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1.- Los test ELISA efectuados indican que la incidencia del virus del entrenudo 
corto GFL V, varía desde la ausencia total del mismo en parcelas situadas en el eje 
Sierra de Montilla a Moriles-Lucena hasta parcelas muy afectadas, con porcentajes muy 
superiores al 50% en algunos casos. 
2.- La ausencia del virus se relaciona en buena parte con plantaciones jóvenes, 
menores de 20 años, terrenos poco calizos, sin problemas de asfixia radicular y donde 
predominan portainjertos tolerantes a nematodos como 110 de Richter. 
3.- El sistema de micropropagación empleado en sus diferentes fases: 
Establecimiento, multiplicación y aclimatación resulta muy indicado para el cultivo de 
la variedad de vid Pedro Ximénez, en particular en lo referente al medio de cultivo 
usado. 
4. - La idoneidad del sustrato empleado permite obtener plantas completas en el 
propio medio de multiplicación, sin necesidad de efectuar subcultivos para inducir 
desarrollo del sistema radicular mediante el establecimiento de nuevos balances de 
reguladores en el medio de cultivo, con el consiguiente ahorro económico y de tiempo. 
5.- La técnica empleada de cultivo de meristemos apicales in vitro resulta de 
gran efectividad en la eliminación del virus del entrenudo corto GFL V en la variedad 
Pedro Ximénez consiguiéndose un porcentaje del 91 .6% de plantas limpias por dicho 
procedimiento. 
6.- El desarrollo del meristemo en el medio de cultivo empleado para la 
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micropropagación sustituyendo la tiamina por el complejo de vitaminas de White es 
muy adecuado, lo que confirma la validez del sustrato. Permitiendo el desarrollo de raíz 
a partir del propío tejido meristemático inicial. 
7. - La adaptación de la planta de Pedro Ximénez libre del vírus GFL V a medio 
convencional es óptima. 
8,- Todo lo expuesto permite además del conocimiento del grado y distribución de 
infección de la virosis GFL V en la variedad Pedro Ximénez de la DDOO Montilla-
Moriles, la consiguiente obtención de plantas sanas mediante la puesta a punto de un 
sistema de eliminación de virosis y multiplicación rápida de la planta obtenida, así como 
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